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AUF REPLIKATION VON GEBUNDENEN NUKLEINSAUREN BASIERENDES VERFAHREN 2UM NACHWEIS 
VON BIOMOLEKULEN 


Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Biomolekttlen. 

Um BiomolekUle in einer biomedizinischen Probe mit einer hohen Empfindlich- 
keit nachzuweisen, wird in bioanalytischen Labors sehr hSufig das ELISA- 
Verfahren (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) angewandt. Dieses Verfah- 
ren ermSglicht die Detektion von Biomolekttlen bis zu einer Mindestnachweis- 
grenze von 100.000 Molekttlen (10" 18 Mol). 

Fttr die Serumanalytik oder die Genexpressionsforschung ist diese Methode zu 
unempfindlich, da die hier nachzuweisenden Proteine oder Peptide hSufig in sehr 
viel geringeren Mengen vorliegen. 

Im Stand der Technik sind Methoden bekannt, die eine wesentlich gesteigerte 
Nachweisempfindlichkeit bieten. Ein solches Verfahren ist zJB. in der US 
5,665,539 fur den Nachweis jeweils eines bestimmten Biomolekuls offenbart 
("Immuno-PCR"). Bei diesem Verfahren wird das Biomolekul ortsspezifisch, 
z.B. iiber vorgelegte Antikorper, an eine Tragermatrix gebunden. Anschliefiend 
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wird die Matrix mit einem filr das gesuchte BiomolekUl spezifischen Antik5rper 
inkubiert, und die nicht gebundenen AntikOrper in einem Waschschritt ehtfernt. 

Die gebundenen AntikSrper sind mit einem Nukleinsfiuremolektil markiert, das 
mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PGR) vervielftltigt wird und dessen 
Amplifikationsprodukte zunSchst in LOsung gehen und dann mit Agarosegelek- 
trophorese nachgewiesen werden. 

Das Verfahren profitiert dabei von der aufierordentlich hohen Spezifitat der PCR 
und der guten quantitativen Reproduzierbarkeit Die Nachweisgrenze flkr zu de- 
tektierende BiomolekUle liegt daher unter geeigneten Bedingungen zwischen drei 
und ftinf GrOfienordnungen unter der voii ELIS A-Verfahren. 

Bei dem Verfahren besteht jedoch keine Spezifitat zwischen dem zu detektieren- 
den Protein und dem amplifizierten Nukleinsauremarker. Das Verfahren eignet 
sich daher nur zur hochempfindlichen Detektion eines einzigen, zu detektieren- 
den Biomolekttltyps. 

In der US 6,531,283 ist ein Shnliches Verfahren offenbart, bei dem die gebunde- 
nen AntikSrper mit einem NukleinsauremolekUl markiert sind, das mit Hilfe der 
Polymerase-Kettenreaktion (RCA) vervielfaltigt wird. Dabei werden die Ampli- 
fikationsprodukte im Sinne einer Kettenveriangerung an die Nukleinsauremole- 
kttle angehangt, so daB ein Konkatenat entsteht, das vielfache Repetitionen der 
urspunglichen Markersequenz aufweist, und in situ mit geeigneten Methoden 
nachgewiesen werden kann, z.B. durch Anhybridisierung fluoreszenzmarkierter 
Nukleinsaureabschnitte, die zu der repetitiven Sequenz komplementSr sind. 
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Nachteilig ist hier, dafi nur eine begrenzte Auswahl an Replikationsenzymen 
verwendet werden kann, wie zJB. die DNA-Polymerase des Bakteriophagen T7. 
Aus diesem Gmnd ist man auf die Eigenschaften der verwendbaren Polymerasen 
beschrfinkt. Insbesondere bei der Wahl der Inkubationstemperatur ist diese Ein- 
schrflnkung ein grofier Nachteil. Uberdies macht die Methode die Verwendung 
eines zirkularen Primers (Amplification Target Cycle), der Sequenzhomologien 
mit den an die Antikttrper gebundenen Nukleinsauremolekttlen aufiveisten muB 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, ein Verfahren bereit zu 
stellen, mit dem Biomolekllle unter Umgehung der zuvor geschilderten Nachteile 
in einer Probe mit sehr hoher Empfindlichkeit und Spezifitat nachgewiesen wer- 
den kdnnen. Weitere Aufgabe ist, ein Verfahren zur Herstellung eines Markers 
bereitzustellen, der in einem solchen Verfahren zum Nachweis von Biomolekttlen 
verwendet werden kann, sowie einen solchen Marker selbst herzustellen. 

Diese Aufgaben werden mit den Merkmaien des Anspruches 1 oder 2, mit den 
Merkmalen des Anspruchs 26 und mit den Merkmaien des Anspruchs 43 gelOst. 

Gemafi Anspruch 1 ist vorgesehen, die nachzuweisenden BiomolekUle mit einer 
ersten Substanz zu koppeln, die Teil eines nukleinsaurereplizierenden Apparates 
ist, 

die gebildeten Biomolektil-Substanz-Komplexe an fiir die jeweiligen Biomole- 

ktile spezifische, festphasengebundene Bindungsmolekiile zu binden, 

ggf. die nicht gebundenen Biomolekul-Substanz-Komplexe durch Waschen zu 

entfernen, 

die gebundenen Biomolekttl-Substanz-Komplexe mit hochmolekularen Nuklein- 
sauremolekulen und Mononukleotiden verschiedener Spezies, von denen minde- 
stens die Mononukleotide einer Spezies mit einer detektierbaren Markierung ver- 
sehen sind, sowie einer zweiten Substanz zu inkubieren, die die an die Biomole- 
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ktile gekoppelte erste Substanz zu einem funktionsf&higen replizierenden Apparat 
flir hochmolekulare NukleinsSuren ergfinzt, der die hochmolekularen Niikleinsau- 
remolekUle bindet und unter Einbau markierter Mononukleotide Replikate der 
hochmolekularen NukleinsfturemolekOle erzeugt, die nicht abdissoziieren, 
ggf. die in LOsung befindlichen hochmolekularen Nukleinsfiuremolektile und 
Mononukleotide durch Waschen zu entfernen 

und Uber den Nachweis der markierten Replikate die zu detektierenden Biomole- 
ktile zu bestimmen. 

WShrend bei herkfimmlichen Immunoassays, bei denen die immobilisierten Bio- 
molekUle mit einem markierten Antikttrper oder einer AntikSrperkaskade inku- 
biert werden und daher jedes zu detektierende BiomolekUl nur mit einer oder we- 
nigen Markierungen versehen werden kann, kann mit dem erfindungsgemafien 
Verfahren jedes zu detektierende BiomolekUl mit sehr viel mehr Markierungen 
versehen werden, da in das replizierte Nukleinsauremolektll, das als detektierba- 
rer Marker dient, eine Vielzahl von markierten Mononukleotiden eingebaut wird. 
Es entsteht also im Vergleich zu herkOmmlichens Assays ein sehr viel starker 
amplifiziertes Signal. Die Identifizierung der markierten Biomolektile erfolgt 
schlieBlich iiber die spezifischen, festphasengebimdenen Bindungsmolekttle, de- 
ren Identitat und Position dem jeweiligen Anwender bekannt ist. 

Aufgrund des sehr viel starker amplifizierten Signals liegt die Mindestnachweis- 
grenze der erfindungsgemafien Verfahrens wesentlich niedriger als bei Immuno- 
Assays. Eine solch hohe Empfindlichkeit macht jedoch eine hohe Spezifitat bei 
der Amplifikation erforderlich. Diese wird im erfindungsgemafien Verfahren 
durch die aufierordentlich hohe Spezifitat, mit der biologische nukleinsaurerepli- 
zierende Apparate ein vorhandenes hochmolekulares NukleinsauremolekUl repli- 
zieren, gewahrleistet. 
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Dabei ist das Verfahren nicht auf einige wenige DNA-Polymerasen beschr&nkt, 
durch deren ganz spezifische Eigenschaften es z.B. in Bezug auf die Reaktion- 
stemperaturen limitiert sein ktinnte, da bei dem erfindungsgemaBen Verfahren 
eine Vielzahl von nukleinsSurereplizierenden Apparaten zur Verwendung kom- 
men. 

Die in Anspruch 2 offenbarte Methode stellt eine ebenso vorteilhafle Variation 
der Methode gemafi Anspruch 1 dar. Demnach ist vorgesehen, immobilisierte 
Biomolektile mit Verbindungskomplexen zu inkubieren, die aus fttr die jeweili- 
gen Biomolektile spezifischen Bindungsmolekttlen sowie einer ersten Substanz 
bestehen, die Teil eines nukleinsaurereplizierenden Apparates ist, 
ggf. die nicht gebundenen Verbindungskomplexe durch Waschen zu entfernen, 
die gebildeten Biomolektll- Verbindungskomplexe mit hochmolekularen Nuklein- 
sauremolektilen und Mononukleotiden verschiedener Spezies, von denen minde- 
stens die Mononukleotide einer Spezies mit einer detektierbaren Markierung ver- 
sehen sind, sowie einer zweiten Substanz zu inkubieren, die die an die Biomole- 
ktile gekoppelte erste Substanz zu einem funktionsfahigen replizierenden Apparat 
fOx hochmolekulare Nukleinsauren erganzt, der die hochmolekularen Nukleinsau- 
remolekQle bindet und unter Einbau markierter Mononukleotide Replikate der 
hochmolekularen Nukleinsauremolektlle erzeugt, die nicht abdissoziieren, 
ggf. die in Lasung befindlichen hochmolekularen Nukleinsauremolektlle und 
Mononukleotide durch Waschen zu entfernen, 

und uber den Nachweis der markierten Replikate die zu detektierenden Biomole- 
ktile zu bestimmten. 

Im Unterschied zu Anspruch 1 werden hier also nicht die nachzuweisenden Bio- 
molektile, sondem spezifische Bindungsmolektile zunachst mit der ersten Sub- 
stanz zu Verbindungskomplexen gekoppelt, die dann mit den nachzuweisenden 
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Biomolektllen inkubiert werden. Dabei sind die Biomolektile ihrerseits zuvor auf 
einem Festphasensubstrat immobilisert worden. 

Die Immobilisierung kann z.B. durch unspezifische Adsorption oder kovalente 
Bindung an ein geeignetes Substrat erfolgen. In einer bevorzugten Ausgestaltung 
ist jedoch vorgesehen, daB die Biomolektile durch Bindung an festphasengebun- 
dene spezifische BindungsmolekUle immobilisiert werden, 
nach Inkubation der Biomolekttle mit den Verbindungskomplexen die nicht ge- 
bundenen Verbindungskoraplexe ggf. durch Waschen entfernt werden, 
und vor dem Nachweis der markierten Replikate die in LOsung befindlichen 
hochmolekularen NukleinsauremolekUle und Mononukleotide ggf. durch Wa- 
schen entfernt werden. Dabei erhalt mail bei der Inkubation der durch die Bin- 
dungsmolekUle immobilisierten Biomolekttle mit den Verbindungskomplexen 
eine als "Sandwich" bekannte Konfiguration. 

In vorteilhaften Ausgestaltungen der erfindungsgemaBen Verfabren ist vorgese- 
hen, dafi die nachzuweisenden Biomolekttle kovalent mit der ersten Substanz ge- 
koppelt werden bzw. daB in den Verbindungskomplexen die Bindungsmolektile 
kovalent mit der ersten Substanz gekoppelt werden. 

In weiteren vorteilhaften Ausgestaltungen ist vorgesehen, daB die nachzuweisen- 
den Biomolekttle ttber Linkersysteme mit der ersten Substanz gekoppelt werden 
bzw. dafi in den Verbindungskomplexen die Bindungsmolektile ttber Linkersy- 
steme mit der ersten Substanz gekoppelt werden. 

Besonders bevorzugte Linkersysteme sind dabei das Biotin-Streptavidin-System, 
das ULS-Platin-Linkersystem, das Digoxigenin-System oder ein beliebiges Anti- 
gen- Antikorper-System. Es kann jedoch auch jedes andere spezifisch bindende 
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System verwendet werden. Geeignet sind z.B. alle Systeme, die auf dem Vorhan- 
densein eines Haptens beruhen. 

In einer vorteilhaften Ausgestaltung der erfindungsgemaBen Verfahren ist vorge- 
sehen, daB die erste Substanz die p-Untereinheit einer DNA-Polymerase HI ist 
und die zweite Substanz die restlichen erforderlichen Untereinheiten einer DNA- 
Polymerase in enthalt sich der zuoberst erwfihnte nukleinsaurereplizierende Ap- 
parat also aus diesen beiden Komponenten zusammensetzt. 

Alternativ kann vorgesehen sein, dafi die erste Substanz eine oder mehrere Unter- 
einheiten einer DNA-Polymerase IE ist und die zweite Substanz B-Untereinheiten 
einer DNA-Polymerase III sowie eventuell weitere erforderliche Untereinheiten 
einer DNA-Polymerase III enthalt 

Ebenso vorteilhaft kann vorgesehen sein, daB die erste Substanz B-Untereinheiten 
einer DNA-Polymerase III enthalt und die zweite Substanz eine DNA- 
Polymerase I, das Klenow-Fragment einer DNA-Polymerase I, die Taq-DNA- 
Polymerase oder eine andere DNA-Polymerase ist. 

In einer nochmals anderen Ausgestaltung kann vorgesehen sein, daB die erste 
Substanz eine DNA-Polymerase I, das Klenow-Fragment einer DNA-Polymerase 
I, die Taq-DNA-Polymerase oder eine andere DNA-Polymerase ist und die 
zweite Substanz B-Untereinheiten einer DNA-Polymerase III enthalt 

Fiir jede der zuvor genannten Ausgestaltungen der erfindungsgemaBen Verfahren 
gilt daB die eigentliche Replikation des hochmolekularen Nukleinsauremolekills 
durch die restlichen Untereinheiten einer DNA-Polymerase m, eine DNA- 
Polymerase I, das Klenow-Fragment oder die Taq-DNA-Polymerase erfolgt wah- 
rend die p-Untereinheit bzw. die p-Untereinheiten fur die erforderliche hohe Spe- 
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zifitat und Prozessivitfit der Replikation sorgt, indem sie die restlichen Unterein- 
heiten bzw. das jeweilige Enzym an das zu replizierende hochmolekulare Nu- 
kleinsauremolektll klammert. Dabei ist die Verwendung jeder in der. Technik be- 
kannten DNA-Polymerase III bzw. ihrer Untereinheiten denkbar. Insbesondere ist 
auch denkbar, Untereinheiten verschiedener DNA-Polymerasen III in Kombinati- 
on miteinander zu verwenden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform ist ftlr eine weitere ErhOhung der 
Spezifitat und Prozessivitat vorgesehen, daB die Biomolekttl-Substanz-Komplexe 
bzw. die Biomolekttl-Verbindungskomplexe zusatzlich zu der zweiten Substanz 

mit weiteren P-Untereinheiten einer DNA-Polymerase III inkubiert werden. 

J 

Der im Zusammenspiel mit einer DNA-Polymerase die Spezifitat und die Prozes- 
sivitat der DNA-Replikation erhdhende EfFekt der P-Untereinheit einer DNA- 
Polymerase III ist z.B. aus der US 6,555,349 bekannt, in der eine Methode zur 
isothermen Amplifikation von NukleinsauremolekUlen offenbart wird, bei der 
eine Drei-Komponenten-Polymerase verwendet wird, die aus einer DNA- 
Polymerase (zJB. DNA-Polymerase III), einem Klammer-Komplex (z.B. p- 
Untereinheiten) und einem Hilfskomplex (z.B. y-Komplex) besteht. Dabei ist je- 
doch lediglich die Verwendung zur Amplifikation von NukleinsauremolekQlen 
offenbart. Eine Anwendung im Zusammenhang mit Immunoassays oder zum 
Nachweis von BiomolekUlen aus einer Probe ist in der US 6,555,349 nicht be- 
schrieben. 

In einer vorteilhaften Ausgestaltung der erfindungsgemafien Verfahren ist vorge- 
sehen, daB die zu replizierenden hochmolekularen Nukleinsauremolekiile eine 
zirkulare Form aufweisen. Dadurch wird sichergestellt, daB weder diese noch die 
erzeugten und markierten, ebenfalls zirktilaren Replikate vom nukleinsaurerepli- 
zierenden Apparat abdissoziieren, da die p-Untereinheiten zirkulare Nukleinsau- 
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remolektile festhalten, wtthrend sie lineare NukleinsauremolekUle nicht festzu- 
halten imstande sind. 

In einer vorteilhaften Ausgestaltung der erfindungsgemaBen Verfahren ist vorge- 
sehen, dafi die zu replizierenden hochmolekularen Nukleinsauremolekttle jeweils 
eine Replikationsorigin-Sequenz aufweisen, an der der nukleins&urereplizieren- 
den Apparat ansetzen kann. 

In einer besonders vorteilhaften Ausgestaltung weisen die zu replizierenden 
hochmolekularen Nukleinsauremolekttle eine Lange von mindestens 10 kB auf. 
Auf diese Weise ist sichergestellt, daB eine groBe Anzahl von markierten Mono- 
nukleotiden in die Replikate eingebaut'und so eine starke Signalamplifikation 
erzielt werden kann. Im Vergleich zu einem mit PCR amplifizierten Molekttl 
werden dabei etwa 20 x mehr detektierbare Marker eingebaut. 

Dabei ist in besonders vorteilhaften Ausgestaltungen vorgesehen, daB diese Mar- 
kierungen aus fluoreszierenden, lumineszierenden, radioaktiven oder enzymati- 
schen Markem bestehen. Es kOnnen jedoch auch alle anderen geeigneten Marker 
verwendet werden. 

In einer vorteilhaften Ausgestaltung der erfindungsgemaBen Verfahren ist vorge- 
sehen, daB die festphasengebundenen Bindungsmolekttle auf einem Biochip an- 
geordnet sind. In diesem Falle werden die markierten Replikate besonders bevor- 
zugt mit Biochip-Scannem nachgewiesen. 

In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung der erfindungsgemaBen Verfahren 
ist vorgesehen, dafi die festphasengebundenen Bindungsmolekttle auf Beads an- 
geordnet sind. In diesem Falle werden die markierten Replikate besonders bevor- 
zugt mit DurchfluBdetektoren nachgewiesen. 
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In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung der erfindungsgemafien Verfahren 
ist vorgesehen, dafi die festphasengebundenen BindungsmolekUle oder die im- 
mobilisierten BiomolekUle in einem biologischen Prftparat angeordnet sind. 

Ein solches biologisches PrSparat kann z.B. ein histologischer Schnitt, ein Ge- 
frierbruchpraparat oder ein Western-Blot sein, aber auch jedes andere Praparat, 
das festphasengebundene BindungsmolekUle oder immobilisierte Biomolektlle 
aufweist. 

In vorteilhaften Ausgestaltungen der erfindungsgemafien Verfahren ist vorgese- 
hen, dafi die nachzuweisenden Biomoliktlle bevorzugt Aminosauren, Proteine, 
Zucker, Nukleinsauren, Antikdrper, Lektine, Lipide oder Rezeptoren sind, wah- 
rend die BindungsmolekUle bevorzugt Proteine, Zucker, Nukleinsauren, AntikSr- 
per, Lektine, Rezeptoren oder andere spezifisch bindende MolekUle sind. 

GemaB Anspruch 26 ist vorgesehen, ein Verfahren zur Herstellung eines Markers 
zum Nachweis von Biomolektllen bereitzustellen, bei dem 
eine erste Substanz, die Teil eines nukleinsaurereplizierenden Apparates ist und 
ein Kupplungselement aufweist, 

mit hochmolekularen Nukleinsauremolekttlen und Mononukleotiden verschiede- 
ner Spezies, von denen mindestens die Mononukleotide einer Spezies mit einer 
detektierbaren Markierung versehen sind, sowie einer zweiten Substanz inkubiert 
wird, die die erste Substanz zu einem funktionsfHhigen replizierenden Apparat 
fur hochmolekulare Nukleinsauren erganzt, dergestalt, dafi 
der so gebildete Apparat die hochmolekularen Nukleinsauremolektile bindet und 
unter Einbau markierter Mononukleotide Replikate der hochmolekularen Nu- 
kleinsauremolektile erzeugt, die nicht abdissoziieren. 
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Ein solchermafien hergestellter Marker weist im Gegensatz zu den bei herkdmm- 
lichen ELISA- oder Sandwich- Assays verwendeten Markern sehr viel tnehr de- 
tektierbare Markierungen auf. Es entsteht also im Vergleich zu herkommlichens 
Assays ein sehr viel starker amplifiziertes Signal. Folglich liegt die Mindest- 
nachweisgrenze ftlr BiomolekUle bei Verwendung eines mit dem erfindungsge- 
maBen Verfahren hergestellten Markers wesentlich niedriger als bei herkommli- 
chen Elisa- oder Sandwich-Assays. 

In einer vorteilhaften Ausgestaltung dieses Verfahrens ist vorgesehen, dafi das 
Kupplungselement eine funktionelle Gruppe ist, die mit zu bindenden Molekttlen 
eine kovalente Bindung eingehen kann. 

In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung ist vorgesehen, dafl das Kupplung- 
selement Bestandteil eines Linkersystems ist, tlber das die zu bindenden Mole- 
kiile gebunden werden kOnnen. 

Besonders bevorzugte Linkersysteme sind dabei das Biotin-Streptavidin-System, 
das ULS-Platin-Linkersystem, das Digoxigenin-System oder ein beliebiges Anti- 
gen- Antikorper-System. Es kann jedoch auch jedes andere spezifisch bindende 
System verwendet werden. Geeignet sind z.B. alle Systeme, die auf dem Vorhan- 
densein eines Haptens beruhen. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung dieses Verfahrens ist vorgesehen, dafi die 
erste Substanz tlber das Kupplungselement mit einem Bindungsmolekul verbun- 
den wird, das in der Lage ist, ein Biomoleklil spezifisch zu binden. 
Es kann ebenso vorteilhaft vorgesehen sein, daB die erste Substanz tlber das 
Kupplungselement mit einem BiomolekUl verbunden wird, also einem Molekul, 
das eigentlich nachgewiesen werden soil. 
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Dabei ist vorgesehen, daB die nachzuwcisenden Biomolekttle bevorzugt Ami- 
nosfturen, Proteine, Zucker, Nukleinsauren, AntikOrper, Lektine, Lipide-oder Re- 
zeptoren sind, wahrend die Bindungsmolekttle bevorzugt Proteine, Zucker, Nu- 
kleinsauren, Antikorper, Lektine, Rezeptoren oder andere spezifisch bindende 
MolekQle sind. 

In einer vorteilhaften Ausgestaltung des Verfahrens ist vorgesehen, daB die erste 
Substanz die p-Untereinheit einer DNA-Polymerase III ist und die zweite Sub- 
stanz die restlichen erforderlichen Untereinheiten einer DNA-Polymerase III 
enthalt, sich der zuoberst erwahnte nukleinsfiurereplizierende Apparat also aus 
diesen beiden Koraponenten zusammensetzL 

Alternativ kann vorgesehen sein, daB die erste Substanz eine oder mehrere Unter- 
einheiten einer DNA-Polymerase III ist und die zweite Substanz P- 
Untereinheiten einer DNA-Polymerase III sowie eventuell weitere erforderliche 
Untereinheiten einer DNA-Polymerase III enthalt. 

Ebenso vorteilhaft kann vorgesehen sein, dafi die erste Substanz P-Untereinheiten 
einer DNA-Polymerase III enthalt und die zweite Substanz eine DNA- 
Polymerase I, das Klenow-Fragment einer DNA-Polymerase I, die Taq-DNA- 
Polymerase oder eine andere DNA-Polymerase ist 

In einer nochmals anderen Ausgestaltung kann vorgesehen sein, daB die erste 
Substanz eine DNA-Polymerase I, das Klenow-Fragment einer DNA-Polymerase 
I, die Taq-DNA-Polymerase oder eine andere DNA-Polymerase ist und die 
zweite Substanz p-Untereinheiten einer DNA-Polymerase m enthalt. 

Fur jede der zuvor genannten Ausgestaltungen der erfindungsgemafien Verfahren 
gilt, daB die eigentliche Replication des hochmolekularen Nukleinsauremolekuls 
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durch die restlichen Untereinheiten einer DNA-Polymerase III, eine DNA- 
Polymerase I, das Klenow-Fragment oder die Taq-DNA-Polyraerase erfbigt, wfih- 
rend die P-Untereinheit bzw. die p-Untereinheiten £Ur die erforderliche lliohe Spe- 
zifitat und Prozessivitat der Replikation sorgt, indem sie die restlichen Unterein- 
heiten bzw. das jeweilige Enzym an das zu replizierende hochmoiekulare Nu- 
kleinsauremolektll klammert. 

Dabei kann filr eine weitere ErhOhung der Spezifitat und Prozessivitat vorgese- 
hen sein, daB die BiomolekOl-Substanz-Komplexe bzw. die Biomolektll- 
Verbindungskomplexe zusatzlich zu der zweiten Substanz mit weiteren P- 
Untereinheiten einer DNA-Polymerase III inkubiert werden. 

In einer vorteilhaften Ausgestaltung des Verfahrens ist vorgesehen, daB die zu 
replizierenden hochmolekularen NukleinsauremolekUle eine zirkulare Form auf- 
weisen. Dadurch wird sichergestellt, daB weder diese noch die erzeugten und 
markierten, ebenfalls zirktilaren Replikate vom nukleinsaurereplizierenden Appa- 
rat abdissoziieren, da die P-Untereinheiten zirkulare Nukleinsauremolekule fest- 
halten, wahrend sie lineare Nukleinsauremolekule nicht festzuhalten imstande 
sind. 

In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung des Verfahrens ist vorgesehen, daB 
die zu replizierenden hochmolekularen Nukleinsauremolekule jeweils eine Repli- 
kationsorigin-Sequenz aufweisen, an der der nukleinsaurereplizierenden Apparat 
ansetzen kann. 

In einer besonders vorteilhaften Ausgestaltung weisen die zu replizierenden 
hochmolekularen Nukleinsauremolekule eine Lange von mindestens 10 kB auf. 
Auf diese Weise ist sichergestellt, daB eine groBe Anzahl von markierten Mono- 
nukleotiden in die Replikate eingebaut und so eine starke Signalamplifikation 
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erzielt werden kann, Ira Vergleich zu einem mit PCR amplifizierten Molektil 
werden dabei etwa 20 x mehr detektierbare Marker eingebaut. 

Dabei ist in besonders vorteilhaften Ausgestaltungen vorgesehen, dafl diese Mar- 
kierungen aus fluoreszierenden, lumineszierenden, radioaktiven oder enzymati- 
schen Markern bestehen. Es kOnnen jedoch auch alle anderen geeigneten Marker 
verwendet werden. 

GemBB Anspruch 43 ist vorgesehen, einen Marker zum Nachweis von Biomole- 
kttlen bereitzustellen, der mit einem der zuvor geschilderten Verfahren hergestellt 
wurde. 
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Patentanspriiche 

1 . Verfahren zum Nachweis von Biomolekttlen, bei dem 

a) die nachzuweisenden BiomolekUle mit einer ersten Substanz ge- 
koppelt werden, die Teil eines nukleinsaurereplizierenden Appara- 
tes ist, 

b) die gebildeten Biomolekttl-Substanz-Komplexe an fttr die jeweili- 
gen BiomolekUle spezifische, festphasengebundene Bindungsmole- 
kttle gebunden werden, 

c) ggf. die nicht gebundenen BiomolekUl-Substanz-Komplexe durch 
Waschen entfernt werden, j 

d) die gebundenen BiomolekUl-Substanz-Komplexe mit hochmoleku- 
laren Niiklems&uremolekUlen und Mononukleotiden verschiedener 
Spezies, von denen mindestens die Mononukleotide einer Spezies 
mit einer detektierbaren Markierung versehen sind, sowie einer 
zweiten Substanz inkubiert werden, die die an die BiomolekUle ge- 
koppelte erste Substanz zu einem funktionsfahigen replizierenden 
Apparat fur hochmolekulare Nukleinsauren erganzt, der die 
hochmolekularen NukleinsauremolekUle bindet und unter Einbau 
markierter Mononukleotide Replikate der hochmolekularen Nu- 
kleinsauremolekUle erzeugt, die nicht abdissoziieren, 

e) ggf. die in Lasung befindlichen hochmolekularen Nukleinsaure- 
molekUle und Mononukleotide durch Waschen entfernt werden, 

f) und Uber den Nachweis der markierten Replikate die zu detektie- 
renden BiomolekUle bestimmt werden. 

2. Verfahren zum Nachweis von BiomolekUlen, bei dem 
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a) immobilisierte Biomolektile mit Verbindungskomplexen inkubiert 
werden, die aus fur die jeweiligen Biomolektile spezifischen Bin- 
dungsmolektilen und einer ersten Substanz bestehen, die feil eines 
nukleinsfiurereplizierenden Apparates ist, 

b) ggf. die nicht gebundenen Verbindungskomplexe durch 
Waschen entfernt werden, 

c) die gebildeten BiomolekUl-Verbindungskomplexe mit hochmole- 
kularen Nukleinsauremolektilen und Mononukleotiden verschiede- 
ner Spezies, von denen mindestens die Mononukleotide einer Spe- 
zies mit einer detektierbaren Markierung versehen sind, sowie einer 
zweiten Substanz inkubiert werden, die die an die Biomolektile ge- 
koppelte erste Substanz zd einem funktionsfShigen replizierenden 
Apparat fllr hochmolekulare NukleinsSuren erganzt, der die 
hochmolekularen Nukleinsauremolektile bindet und unter Einbau 
markierter Mononukleotide Replikate der hochmolekularen Nu- 
kleinsauremolektile erzeugt, die nicht abdissoziieren, 

d) ggf. die in LOsung befindlichen hochmolekularen Nukleinsaure- 
molektile und Mononukleotide durch Waschen entfernt werden, 

e) und tiber den Nachweis der markierten Replikate die zu detektie- 
renden Biomolektile bestimmt werden. 


3. Verfahren zum Nachweis von Biomolektilen gemafi Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, dafi 

a) die Biomolektile vor Inkubation mit den Verbindungskomplexen 
immobilisiert werden, indem sie an festphasengebundene spezifi- 
sche Bindungsmolektile gebunden werden, 

b) nach Inkubation der Biomolektile mit den Verbindungskomplexen 
die nicht gebundenen Verbindungskomplexe ggf. durch Waschen 
entfernt werden, 
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c) vor dem Nachweis der markierten Replikate die in Lfisung befindli- 
chen hochmolekularen Nukleins&uremolekUle und Mononucleotide 
ggf. durch Waschen entfernt werden. 

4. Verfahren zum Nachweis von BiomolekUlen gem&B Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB die nachzuweisenden BiomolekUle kovalent mit der 
ersten Substanz gekoppelt werden. 

5. Verfahren zum Nachweis von BiomolekUlen gemSB Anspruch 2 oder 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB in den Verbindungskomplexen die Bin- 
dungsmolektlle kovalent mit der ersten Substanz gekoppelt werden. 

6. Verfahren zum Nachweis von BiomolekUlen gemaB Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB die nachzuweisenden BiomolekUle Uber Linkersy- 
steme mit der ersten Substanz gekoppelt werden. 

7. Verfahren zum Nachweis von BiomolekUlen gemSfl Anspruch 2 oder 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB in den Verbindungskomplexen die Bin- 
dungsmolekUle Uber Linkersysteme mit der ersten Substanz gekoppelt 
werden. 

8. Verfahren zum Nachweis von BiomolekUlen gemaB Anspruch 6 oder 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Linkersystem aus der Gruppe gewShlt 
ist, die das Biotin-Streptavidin-System, das ULS-Platin-Linkersystem, das 
Digoxigenin-System, ein Antigen- AntikSrper- System oder ein anderes 
spezifisch bindendes System umfaBt. 


9. Verfahren zum Nachweis von BiomolekUlen gemaB einem der AnsprUche 
1-8, dadurch gekennzeichnet, daB die erste Substanz die P-Untereinheit 
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einer DNA-Polymerase III ist und die zweite Substanz die restlichen erfor- 
derlichen Untereinheiten einer DNA-Polymerase DI enthalt. 

10. Verfahren zum Nachweis von Biomolektilen gemaB einem der Ansprtiche 
1-8, dadurch gekennzeichnet, dafi die erste Substanz eine oder mehrere 
Untereinheiten einer DNA-Polymerase m ist und die zweite Substanz P- 
Untereinheiten einer DNA-Polymerase III sowie eventuell weitere erfor- 
derliche Untereinheiten einer DNA-Polymerase III enthalt 

11. Verfahren zum Nachweis von Biomolektilen gemaB einem der Ansprtiche 
1-8, dadurch gekennzeichnet, daB die erste Substanz p-Untereinheiten 
einer DNA-Polymerase III enthiilt und die zweite Substanz eine DNA- 
Polymerase I, das Klenow-Fragment einer DNA-Polymerase I, die Taq- 
DNA-Polymerase oder eine andere DNA-Polymerase ist. 

12. Verfahren zum Nachweis von Biomolektilen gemaB einem der Ansprtiche 
1-8, dadurch gekennzeichnet, daB die erste Substanz eine DNA- 
Polymerase I, das Klenow-Fragment einer DNA-Polymerase I, die Taq- 
DNA-Polymerase oder eine andere DNA-Polymerase ist und die zweite 
Substanz p-Untereinheiten einer DNA-Polymerase in enthalt. 

13. Verfahren zum Nachweis von Biomolekiilen nach einem der vorhergehen- 
den Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Biomolekiil-Substanz- 
Komplexe bzw. die Biomolektil-Verbindimgskomplexe zusStzlich zu der 
zweiten Substanz mit weiteren P-Untereinheiten einer DNA-Polymerase 
III inkubiert werden. 
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14. Verfahren zum Nachweis von Biomolekulen nach einem der vorhergehen- 
den Ansprilche, dadurch gekennzeichnet, daB die zu replizierenden 
hochmolekularen NukleinsfluremolekUle eine zirkulare Form aufweisen. 

15. Verfahren zum Nachweis von Biomolekulen nach einem der vorhergehen- 
den Ansprilche, dadurch gekennzeichnet, daB die zu replizierenden 
hochmolekularen Niikleinsauremolekllle jeweils eine Replikationsorigin- 
Sequenz aufweisen. 

16. Verfahren zum Nachweis von Biomolekulen nach einem der vorhergehen- 
den Ansprilche, dadurch gekennzeichnet, daB die zu replizierenden 
hochmolekularen Nukleinsauremolekille eine Lange von mindestens 10 kB 
aufweisen. 

17. Verfahren zum Nachweis von Biomolekulen nach einem der vorhergehen- 
den Ansprilche, dadurch gekennzeichnet, daB die detektierbare Markie- 
rung mindestens einer der zugefilgten Mononukleotidspezies aus einer 
fluoreszierenden, lumineszierenden, radioaktiven oder enzymatischen 
Markierung besteht. 

18. Verfahren zum Nachweis von Biomolekillen nach einem der vorhergehen- 
den Ansprilche, dadurch gekennzeichnet, daB die festphasengebundenen 
Bindungsmolektlle auf einem Biochip angeordnet sind. 

19. Verfahren zum Nachweis von Biomolekulen nach Anspruch 18, dadurch 
gekennzeichnet, daB die markierten Replikate mit Biochip-Scannern 
nachgewiesen werden. 
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20. Verfahren zum Nachweis von Biomolekttlen nach einem der AnsprUche 1 

- 17, dadurch gekennzeichnet, dafi die festphasengebundenen Bindungs- 
molekttle auf Beads angeordnet sind. 

21. Verfahren zum Nachweis von Biomolektilen nach Anspruch 20, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die markierten Replikate mit DurchfluBdetektoren 
nachgewiesen werden. 

22. Verfahren zum Nachweis von Biomolektilen nach einem der AnsprUche 1 

- 17, dadurch gekennzeichnet, dafi die festphasengebundenen Bindungs- 
molekttle oder die immobilisierten Biomolekttle in einem biologischen 
PrSparat angeordnet sind. 

23. Verfahren zum Nachweis von Biomolektilen nach Anspruch 22, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das biologische PrSparat ein histologischer Schnitt, 
ein Gefiierbruchpraparat oder ein Westem-Blot ist. 

24. Verfahren zum Nachweis von Biomolektilen nach einem der vorhergehen- 
den AnsprUche, dadurch gekennzeichnet, dafi die nachzuweisenden 
Biomolekttle Aminosauren, Proteine, Zucker, Nukleinsauren, AntikSrper, 
Lektine, Lipide oder Rezeptoren sind. 

25. Verfahren zum Nachweis von Biomolekttlen nach einem der vorhergehen- 
den AnsprUche, dadurch gekennzeichnet, dafi die BindungsmolekUle 
Proteine, Zucker, Nukleinsauren, Antikorper, Lektine, Rezeptoren oder 
andere spezifisch bindende Molekiile sind, 

26. Verfahren zur HersteUung eines Markers zum Nachweis von Biomolektt- 
len, bei dem 


WO 2005/017195 


PCT/EP20O4/O07434 


21 

eine erste Substanz, die Teil eines nukleinsaurereplizierenden Apparates 
ist und ein Kupplungselement aufweist, 

mit hochmolekularen NukleinsauremolekQlen und Mononukleotiden ver- 
schiedener Spezies, von denen mindestens die Mononukleotide einer Spe- 
zies mit einer detektierbaren Markierung versehen sind, sowie einer zwei- 
ten Substanz inkubiert wird, die die erste Substanz zu einem funktionsfe- 
higen replizierenden Apparat flir hochmolekulare Nukleinsfturen ergfinzt, 
dergestalt, dafi 

der so gebiidete Apparat die hochmolekularen NukleinsfturemolekUle bin- 
det und unter Einbau markierter Mononukleotide Replikate der hochmole- 
kularen NukleinsauremolekUle erzeugt, die nicht abdissoziieren. 

21. Verfahren zur Herstellung eines Markers zum Nachweis von BiomolekU- 
len gemSB Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dafi das Kupplungse- 
lement eine funktionelle Gruppe ist, die mit zu bindenden Molektilen eihe 
kovalente Bindung eingehen kann. 

28. Verfahren zur Herstellung eines Markers zum Nachweis von Biomolektt- 
len gemSB Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dafi das Kupplungse- 
lement Bestandteil eines Linkersystems ist, tlber das die zu bindenden 
MolekUle gebunden werden kOnnen. 

29. Verfahren zur Herstellung eines Markers zum Nachweis von BiomolekU- 
len gemafi Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dafi das Linkersystem 
aus der Gruppe gewahlt ist, die das Biotin-Streptavidin-System, das ULS- 
Platin-Linkersystem, das Digoxigenin-System, ein Antigen-Antikorper- 
System oder ein anderes spezifisch bindendes System umfafit. 
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30. Verfahren zur Herstellung eines Markers zum Nachweis von Biomolekll- 
len gemafi einem der Anspruche 26 - 29, dadurch gekennzeichnet, daB 
die erste Substanz fiber das Kupplungselement mit einem Bindungsmole- 
kUl verbunden wird, das in der Lage ist, ein Biomolektil spezifisch zu bin- 
den. 

31. Verfahren zur Herstellung eines Markers zum Nachweis von Biomolektl- 
len gemafl einem der Ansprllche 26 - 29, dadurch gekennzeichnet, daB 
die erste Substanz tiber das Kupplungselement mit einem Biomolektil ver- 
bunden wird. 

32. Verfahren zur Herstellung eines Markers zum Nachweis von BiomolekU- 
len gemSB Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB die Bindungsmo- 
lektile Proteine, Zucker, NukleinsSuren, AntikSrper, Lektine, Rezeptoren 
oder andere spezifisch bindende Molekttle sind. 

33. Verfahren zur Herstellung eines Markers zum Nachweis von Biomolekti- 
len gemSB einem der Anspruche 30 bis 32, dadurch gekennzeichnet, daB 
die nachzuweisenden BiomolekUle Aminosauren, Proteine, Zucker, Nu- 
kleinsauren, Antikorper, Lektine, Lipide oder Rezeptoren sind. 

34. Verfahren zur Herstellung eines Markers zum Nachweis von Biomolektt- 
len gemafi einem der Anspruche 26 - 33, dadurch gekennzeichnet, daB 
die erste Substanz die B-Untereinheit einer DNA-Polymerase HI ist und 
die zweite Substanz die restlichen erforderlichen Untereinheiten einer 
DNA-Polymerase m enthalt. 

35. Verfahren zur Herstellung eines Markers zum Nachweis von Biomoleku- 
len gemafi einem der AnsprUche 26 - 34, dadurch gekennzeichnet, daB 
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die erste Substanz eine oder mehrere Untereinheiten einer DNA- 
Polymerase m ist und die zweite Substanz P-Untereinheiten einer DNA- 
Polymerase III sowie eventuell weitere erforderliche Untereinheiten einer 
DNA-Polymerase III enthalt. 

36. Verfahren zur Herstellung eines Markers zum Nachweis von BiomolekU- 
len gem&fi einem der AnsprUche 26 - 34, dadurch gekennzeichnet, daC 
die erste Substanz p-Untereinheiten einer DNA-Polymerase III enthalt 
und die zweite Substanz eine DNA-Polymerase I, das Klenow-Fragment 
einer DNA-Polymerase I, die Taq-DNA-Polymerase oder eine andere 
DNA-Polymerase ist. 


37. Verfahren zur Herstellung eines Markers zum Nachweis von Biomolektt- 
len gemSB einem der AnsprUche 26 - 34, dadurch gekennzeichnet, daB 
die erste Substanz eine DNA-Polymerase I, das Klenow-Fragment einer 
DNA-Polymerase I, die Taq-DNA-Polymerase oder eine andere DNA- 
Polymerase ist und die zweite Substanz p-Untereinheiten einer DNA- 
Polymerase III enthalt. 

38. Verfahren zur Herstellung eines Markers zum Nachweis von Biomolekti- 
len gemaB einem der AnsprUche 26 - 34, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die erste Substanz zusatzlich der jeweils eingesetzten zweiten Substanz 
mit weiteren p-Untereinheiten einer DNA-Polymerase HI . inkubiert wird. 

39. Verfahren zur Herstellung eines Markers zum Nachweis von BiomolekU- 
len gemaB einem der AnsprUche 26 - 38, dadurch gekennzeichnet, daB 
die zu replizierenden hochmolekularen Nukleinsauremolekule eine zirku- 
lare Form aufweisen. 
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40. Verfahren zur Herstellung eines Markers zum Nachweis von Biomolektt- 
len gemfifi einem der Ansprtiche 26 - 39, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die zu replizierenden hochmolekularen NukleinsauremolekOle jeweils eine 
Replikationsorigin-Sequenz aufweisen. 

41 . Verfahren zur Herstellung eines Markers zum Nachweis von Biomolektt- 
len gemafi einem der Ansprtiche 26 - 40, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die zu replizierenden hochmolekularen Nukleinsauremolekttle eine LSnge 
von mindestens 10 kB aufweisen. 

42. Verfahren zur Herstellung eines Markers zum Nachweis von Biomolektt- 
len gemafl einem der AnsprUche**26 - 41, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die detektierbare Markierung mindestens einer der zugefilgten Mononu- 
kleotidspezies aus einer fluoreszierenden, lumineszierenden, radioaktiven, 
oder enzymatischen Markierung besteht. 

43. Marker zum Nachweis von BiomolekQlen, dadurch gekennzeichnet, dafi 
er mit einem Verfahren gemafi der AnsprUche 26 - 42 hergestellt wurde. 
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